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第1章 緒 論
乳酸菌 とは、エネルギー獲得の ためにグル コースを消費 し、50%以上 の乳酸 を
生成、廃棄する細菌 の総称である。 これ ら乳酸菌の有する生理的作用に整腸効果
があ り、その要因の一つ として菌体外に生産 される抗菌物質 が挙げ られ る。代表
的な物質には乳酸な どの有機酸、過酸化水素、 ダイアセチル 、バクテ リオシンな
どがある。バクテ リオシンとは、主 として類縁 菌に対 して抗菌的に作用 するタン
パク質およびペプチ ドの総称であ り、乳酸菌 をは じめとする多くのグラム陽性菌
や陰性菌によ り生産 されている。 乳酸菌のバ クテ リオシンは現在、構造 とその性
質か ら4ク ラス(1-IV)に分類 されてお り、最近では抗 菌スペク トルが類縁菌 の
みならず食中毒細菌などに有効な幅広い ものも報告 され るよ うになった。
本研 究では、ヒ ト腸管よ り高頻度で検 出され 、かつ発酵乳用スターター もしく
は添加 菌体として用 いられている代表的な乳酸桿菌、Lac励acf∬U5acfdop溜ロ3グ
ループ乳酸菌の作るバクテ リオシ ンに注 目して研究を行った。本グループ乳酸菌
はヒ ト腸管内に定住する乳酸桿菌 の中で優勢な菌種であ り、現在、表現型、細胞
壁組成 、および16SrRNAの遺伝 的相同性か らLわ.addo助加5や、Lム82∬副 を含
む6グループに分類 されている(Table1)。本 グループにはい くっかの有用 な生理
作用の他にバクテリオシンを生産す る菌株 も見受けられ、ヒ ト腸管内において整
腸作用 の発現に関与 していると考 えられ ることか ら、これまでにヒト糞便 より
Lhacゴdoph加5グループ乳酸菌を分離 し、類縁菌 を指標菌 としたバクテ リオ シン
生産株 のスクリーニ ングを行 って きた。
ここ数年にバクテ リオシンの研 究分野は拡大 し、抗菌スペ ク トルの広 い新規な
バクテ リオシンが数多く発表されているにもかかわ らず、作用機構など解明が進
んでい るものは数少 ない。また、最近の研究は、食品中で有 害微生物の増殖を制
御する考えか ら、食 品由来のバ クテ リオシン生産株が注 目されている中で、プ ロ
バイオティクス(生 体に有用な物 質 とその生産菌体)を ふまえた、ヒ ト腸管由来
のバクテ リオシン生産菌株およびそのバクテ リオシンにっい ては、まだ詳 しく調
べ られていない。そ こで本研究では、様 々な年齢および同一人物のヒ ト糞便を分
離源 とした、主として肱acゴdop姐囎グルー プ乳酸桿菌に より生産 され る、抗菌
スペク トルの広い有用かつ特徴あ るバクテ リオ シンについて単離 ・精製 を行い、
全一次構造解析、お よびそれ らの機能特性 を解 明す ることを 目的とした。
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第2章 新規バクテ リオシン活性測定法の開発 とヒ ト腸管由来乳酸桿菌か らのバ
クテ リオシン生産菌株のス クリーニングおよびその抗菌スペク トルの測定
バ クテ リオシンの活性検出には、寒天拡散法 が最も広 く用 いられてい る。 しか
しなが ら、本方法は多大な時間を要 し、特に多検体のスクリーニングを行 う場合
には煩雑 を極める。そ こで、迅速 かっ簡便に多検体の試料か らバクテ リオシン生
産株 を正確 にスクリーニングし、かつ精度の高い活性測定を行 うためにマイクロ
プ レー トを用いた新規活性測定法 を開発 した(Fig.1)。本法 はバクテ リオ シンに
よ り指標菌の生育が遅延 もしくは死滅す ることで生 じる濁度変化 より活性の強弱
を測定す る方法で、活性の評価 はABC(強中弱)の3段 階で行った。
これ まで菌体懸濁液よ り一定菌数 を正確に分 注す る操作が難 しいことか ら濁度
法は敬遠 されてきたが、指標菌が均一に撒かれ た寒天培地か ら一定数の指標菌を
採取 し、各試料孔の液体培地へ正確に移植す る手法を見出し、簡便に濁度法を行
えるよ うになった(Fig.2)。また 、寒天法では活性の弱いバ クテ リオシン検出の
ためには試料 の濃縮 を必要 としたが、マイクロプ レー ト法では指標菌数 を簡単に
調節出来 ることか ら、濃縮 も不要 となった。一連のスクリー ニングは、抗菌性の
有無、プロテアーゼ 感受性および ファージテス トの3行程か らなってお り(Fig.3)、
指標菌 として類縁菌 ・病原菌を用 いて、性別 ・年代の異なる ヒ ト腸管か ら分離 し
た様々な乳酸桿菌(主 としてLb.acfdoph加8グループ)よ りバクテ リオシン生産
菌株 のスクリーニングとその抗菌 スペク トルの測定を行 った ところ、約7割の菌
株 にバ クテ リオシンの生産が認 め られた。その中で少な くともグラム陽性病原性
細菌に効果のあるバ クテ リオシンが半数近 く存在 していた。 この様にバ クテ リオ
シン生産株はヒ ト腸 管内に多数見 出され、それ らの異なる抗菌スペク トルか らは
様 々な特徴あるバクテ リオシンの存在が考 えられた。今回、幅広い抗菌スペク ト
ルお よび高い活性 を有 した、Lhga55eガLA39(4ヶ月齢 男性)に よ り生産 される
バクテ リオシンをガセ リシンA、Lhg認5αゴSBT2055(成人女性)由 来はガセ リ
シンT、およびLh8鰯 αゴ以外 で病原菌に活性 を示 し、溶菌が認められた肱
reロめe㎡LA6(LA39株と同一人物、2ヶ月齢)の バ クテ リオシンをロイテ リシン6と
それぞれ命名 し(Table2)、次章で これ らバ クテ リオシンの単離 ・精製を行い、そ
の特性 を明 らかにす ることを試み た。
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第3章 ヒ ト腸管由来乳酸桿菌が生産するバ クテ リオシンの特性
第1節Lhg鰯 副LA39株が生 産 す るバ ク テ リオ シ ンの 特 性 解 析
Lhga∬αゴLA39株に よ り生 産 され る バ クテ リオ シ ン、 ガ セ リシ ンAを 液 体 培 地
培養 上 清 よ り最 終 ス テ ップ にC8逆相 ク ロマ トグ ラ フ ィー を用 い て 単離 ・精 製 し
た(Table3)。MALDI-TOFMASSSpectrome卸に よ る 精製 ガ セ リシ ンAの分 子:量を
測 定 し た と ころ 、5,652と決 定 され た(Fig.4)が、sDs-PAGEでは 単 一 のバ ン ドと
して 泳 動 した に も関 わ らず 、3,800と推 定 され 、TOF-MASSの結 果 とは異 な る値
を示 した(Fig.5)。ま た 、PAGE後の 加3加ActivityAssayでは リ シル エ ン ドペ プ チ
ダー ゼ 処 理 に よ り失 活 ・断 片 化 す る とい う予 想 に反 し、活 性 を有 した 単 一 のバ ン
ドと して 泳 動 し、そ の分 子 量 はTOF-MAssの結 果 と類 似 して い た(Fig.5)。
精製 ガ セ リシ ンAはN・C両 末 端 が ブ ロ ック さ れ て お り、 リシ ル エ ン ドペ プチ
ダー ゼ 消 化 後 、直 接 シー ケ ンサ ー に供 す る こ と で部 分 ア ミノ 酸 配 列 を決 定 した。
本 配 列 か らオ リゴヌ ク レオ チ ドプ ロー ブ 作 成 し、 染 色 体DNAよ りク ロー ニ ン グ
を行 い 、 そ の塩 基 配 列 を決 定 した(Fig.6)。決 定 した配 列 中 に は 、 不完 全 長 を含
む4種 のQPenReadingFrame(oRF)が存 在 して お り、 先 に 決 定 した 部分 ア ミノ酸
配 列 が コー ドされ たORFを 、 ガ セ リシ ンAの 構 造 遺 伝 子8aaAと命 名 した。 本ORF
は シ ス テ イ ン を含 ま ない91アミノ 酸 残 基 か ら成 り、分 子 量5,652をも と に 推 定 し
た結 果 、 ガセ リシ ンAは58個 の ア ミ ノ酸 か らな る抗 菌 ペ プチ ドと推 定 され た(Fig.
7)。次 い で 、精 製 ガセ リシ ンAを トリプ トフ ァ ン のC末 端 側 で切 断 す る こ とに よ
り、N・C末 端 で リン ク した 配 列 断 片 を含 む 、構 造 遺 伝 子 の ク ロー ニ ン グ よ り推
定 した 配 列 と全 て一 致 す るア ミノ 酸 配 列 を決 定 で き た(Fig.8)。これ らの 結 果 よ
り、 ガ セ リシ ンAは 修飾 ア ミノ酸 を含 ま な い(ク ラ スII)、N・C両 末 端 で リン ク
した環 状 バ クテ リオ シ ンで あ り、SDS-PAGE上で は そ の特 異 な構 造 か ら見 か け 上
分 子 量 が 小 さ く挙 動 して い る と考 え られ た 。 ま た 、疎 水 性 の 高 い 本 バ ク テ リオ シ
ンは α一ヘ リ ッ ク ス構 造 に富 んだ 二 次 構 造 が 推 定(Fig.9)され 、 リー ダー シ ー ケ ン
ス の相 同 性 で は 、 ク ラスIIよりもむ し ろ ラ ンチ バ イ オ テ ィ ッ クの ク ラス1に相 伺 性
が 高 く 、GGモ チ ー フ も存 在 しな い こ とか ら、 新 サ ブ ク ラス の ク ラスIIバクテ リ
オ シ ン と考 え られ た 。
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第2節Lb,8a∬ 面SBT2055株が 生 産 す るバ クテ リオ シ ンの特 性 解 析
Lhga∬e㎡LA39株とは 分 離i源の異 な る、Lh8a∬副SBT2055株に よ り生 産 され
るバ ク テ リオ シ ン、 ガセ リシ ンTを 単 離 ・精 製 した(Table4)。SDS-PAGE分析 お よ
び血8加ActivityAssayによ り、本 バ クテ リオ シ ン は単 一 の バ ン ドと して 泳 動 し、
そ の分 子 量 は5,400と推 定 され た(Fig.10)。N末端 部 分 ア ミ ノ酸 配 列 よ りオ リゴヌ
ク レオ チ ドプ ロー ブ を作 成 し、 染 色 体DNAH加dIII-H加dIII断片(2.9kbp)のク ロ
ー ニ ン グ を行 い 、 そ の塩 基 配列 を 決 定 した(Fig.11)。本 配 列 中 に は＼ 完 全 長 か ら
な る推 定 で6種 のORFが 存 在 し、 ホモ ロジ ー検 索 に よ りそ れ ぞれ の機 能 を推 定 し
た。 ガ セ リシ ンTの 構 造 遺 伝 子(8班9は4番 目のORFに コー ドされ て お り、本
ORFは2残基 の シ ステ イ ンお よびGGモ チ ー フ を含 む75ア ミノ酸 残 基 か ら成 っ て い
た。 次 い で ガ セ リシ ンTの 全 ア ミノ酸 配 列 を化 学 的 に決 定 した結 果 、本 バ ク テ リ
オ シ ン はGatAと完 全 に 一 致 し、GGモ チー フ よ り切 断 後 分 泌 され る、 修飾 ア ミノ
酸 を含 ま な い 全57ア ミ ノ 酸 残 基 か らな る抗 菌ペ プ チ ドで あ った(Fig.12)。本 バ ク
テ リオ シ ン は 、Lわ.10hη50並VPI11088株由 来 の バ クテ リオ シ ン、 ラ ク タ シ ンFと
相 同性 が 高 く、 特 に プ ロセ ッシ ン グサ イ トお よ びC末 端領 域 が 高 度 に保 存 され て
い た。 しか しな が ら 、Lム8a∬αゴLA39株由来 の バ クテ リオ シ ン、 ガ セ リ シ ンAと
は相 同 性 は認 め られ な か っ た。 ま た 、疎 水 性/親水 性 度 お よび 二 次 構 造 の推 定 に
お い て は 、 ラ ク タ シ ンFと ほぼ 同様 の構 造 が 推 定 され 、 ま た 、C末 端 側 領 域 を 除
き、 他 は疎 水 性 に 富 ん だ領 域 で あ る こ とが推 定 され 牟(Fig.13)。
第3節Lb.reロ芯erfLA6株が生産す るバクテ リオシンの特性解析
ヒ ト乳児2ヶ月齢 の糞便よ り分離 したLhrθ鷹 ゼLA6が生産するバクテ リオシン、
ロイテ リシン6を単離 ・精製 した(Table5)ところ、溶菌活性は失われていた(別
成分因子 と考え られ る)が 、同一の ヒ ト乳児(4ヶ 月齢)を 由来 とす るLhga∬副
LA39株のガセ リシンAと相 同な分子量(TOF-MASS、SDS-PAGE)、ア ミノ酸一
次配列 、および環状構造を有 していた。そ こで、ガセ リシンAの構造遺伝子
(gaaA)を含 む クローン化領域(LA39株由来)に 基づき設計 したプライ マーを
用いで 、LA6株の染 色体DNAを鋳型 としたPCRを行い、特異的に増幅 した単一断
片の塩 基配列を決定 した ところ、変異 ・欠損の全 く認められ ない完全長 のLA39
株 と相 同な塩基配列 を確認 した。 本結果は、肱r鋤e㎡LA6と肱ga∬副LA39の
間でガセ リシンA関連遺伝子の受 け渡 しが同一のヒ ト腸管におい て行われた可能
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性 を示唆 している。 また、一次構 造上か らは区別出来ない両バ クテ リオ シンには、
これまで抗菌スペク トル とpH耐性 に相違点が見出 されている。 そこで対象 と し
てイオ ノフォアを用い、両バクテ リオシンを共通感受性菌肱bロ18a加ロ8
JCM1002Tに対 して作用させた ところ、ATPの流出 は認め られなかった(Table6)。
しか しながら、 リボ ソームを用い た試験では顕著なカ リウムイオンの流 出が測定
され、その流出量お よび推移に大 きな相違が認 め られた(Fig.14)。次いで、CDス
ペ ク トルを測定 した(Fig.15)ところ、ガセ リシンAは ロイテ リシン6よりも α一ヘ
リックス構造に富んだ異なる高次構造をとるバ クテ リオシンであることが判明 し、
それ ら性質の相違 に関与 してい る可能性が考え られた。
第4章 ヒ ト腸管由来乳酸桿菌の生産するバクテ リオシンの作用 特性
第1節 バ クテ リオシンの指標菌に対す る生菌数 、濁度、および菌体付着量
前章 で全一次構造 を明らかに した3種のバ クテ リオシンの粗精製画分(透 析 内
液)を 用いて感受性 菌Lhbロ1ga加ロ5JCM1002T株に対す る作用を調べた ところ、
ガセ リシンA、ガセ リシンTと比較 し、ロイテ リシン6に抗菌作用の遅延 が認め ら
れた(Fig.16)。また、濁度測定で は非感受性菌Lh8a∬αゴLA187の結果 と同様に、
各バ クテ リオシンに よる1002T株懸濁液の濁度減少 は認 めらず(Fig.17)、少な く
とも作用120分では指標菌の溶菌は引き起こされないことが 明 らかになった。次
いでバ クテ リオシンの菌体付着量を測定 した ところ、少な くともガセ リシンAと
ロイテ リシン6においてはL翫8a∬eゼLA187に対 して付着 しない(Fig.18)ことが活
性 を提示 しない直接 の要因 と考え られた。以上、ガセ リシンAとガセ リシンTに
作用機 作の面か らでは大 きな相違 は認められないものの、相 同な環状一次構造 を
有す るガセ リシンAと ロイテ リシン6におい ては、顕著な違いが観察された。ま
た、ガセ リシンAにっいてはさらに詳 しく前章第3節の結 果(Fig.14)と併せ 、リセ
プター を介 さず(菌 体表層物質の影響を受けることなく)細 胞膜に直接 アタック
することで低分子の流出を引き起 こし、細胞死 を生 じさせている可能性 が示唆 さ
れた。
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第2節 大腸菌か らのヘ テ ロ発現 とプ ロテアーゼによる限定分解後の残存活性
活性 型高発現系の確立および改変体の作成を 目的 とする大腸菌か らのヘテロ発
現実験 を行った ところ、ガセ リシ ンA(ロイテ リシン6)は活性型が得 られたこ
とに対 し、ガセ リシ ンTに関 しては産物 として本体が得 られ るものの、活性発現
までには至 らなかった。また、ガセ リシンAが直鎖状態で活性 を有 したペプチ ド
として発現 した ことか ら、環状化 は必ず しも活性に必須ではないことが示唆され、
活性部位は環状化を とる前にすで に決定されていると考えられた。
プ ロテアーゼによる限定分解後 の残存活性 を調べ ることで活性発現に必須なア
ミノ酸 ・配列部位 の決定を試みた ところ、ガセ リシンTの活性発現にはC末端親
水領域 のlle-Arg(一Lys)が必 須 と考えられ た。逆にガセ リシンAでは、親水性部
位全て が欠落 して も活性が保持 されたことか ら、ガセ リシンAの活性必須部位は
前の発 現結果 と併せて、疎水性に富んだ本来のC末端側 に存在 してい ると推定さ
れた(Fig.19)。以上 のことか ら、L仁8a∬e㎡よ り生産 されるバ クテ リオシンであ
っても、それ らの構造機能特性 は大きく異なるものと考えられた。
第5章 総 括
ヒ ト糞便を分離源 とした乳酸桿 菌(主 としてLhacfdo帥加3グループ)、 中で
もヒ ト腸管 より高頻度で検出され るLh8郎5αゴの生産する、抗菌スペク トルが広
い特徴 あるバクテ リオシンとその生産菌株は、安全な食品防腐剤および プロバイ
オティクスとして特 に有用である。そこで本研 究は、これ らのバクテ リオシンに
ついて単離 ・精製 を行い、全一次構造解析、お よびそれ らの機能 ・作用特性を解
明する ことを目的 とした。
マイ クロプレー トを用いた迅速 、簡便かっ精度の高い新規バクテ リオ シン活性
測定法 を開発 した。本法を用いたスクリーニングによりヒ ト腸管由来のLム
acfdoph加3グルー プ乳酸桿菌中 に多数のバクテ リオシン生産株を見出し、異なる
抗菌スペ ク トルからは様々な特徴 あるバクテ リオシンの存在 が認められ た。中で
も幅広 い抗菌スペク トルを有 した活性の高い3株(2株はLム8a∬副 由来)の バク
テ リオシンに着 目し、それ らの単離 ・精製、お よび構造遺伝子のクロー ニングを
一7一
行い、全ア ミノ酸配列を明らかに した。上記のバ クテ リオシン生産3菌株 はプラ
ス ミドを保有せず、バクテ リオシンの構造遺伝子が全て染色 体DNA上に存在 し
ていた ことか ら、ヒ ト腸管よ り分離 した菌株の特徴 と考えられた。 また、同一菌
種 を由来とす る、抗菌スペク トルお よび活性強度が類似 したバ クテ リオ シンにお
いても一次構造および作用特性が異なることを確認 し、 さらに同一 ヒト腸管にお
ける異菌種間でのバ クテ リオシン(関 連)遺 伝子受け渡 しの可能性、お よび両菌
株か ら生産 された相 同バクテ リオ シンの高次構造が異なるこ とを明 らか に した。
一次構造を明らか にした前のバ クテ リオシン3種を用いて感受性 ・非感受性菌
に対す る作用機作を調べた ところ、バクテ リオシンの抗菌作用は付着す ることか
ら始ま り、その作用提示は細胞膜 に直接作用す ることで行われ、バクテ リオシン
によっては菌体表層成分に影響を受ける可能性 が示唆された。 また、大腸菌 を用
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論 文 審 査 結 果 要 ゴ旨
乳酸菌の有する生理的作用に整腸効果があ り、その要因の一つとしてタソパク質およびペプチ ド性









も幅広い抗菌スペク トルを有 した活性の高い3株(2株 は 五δ.gasseri由来)のバ クテリオシンにつ
いて、それらの単離 ・精製、および構造遺伝子のクローニングを行い、全アミノ酸配列を明らかに し




全一次構造を決定 したバクテリオシン3種 を用いての感受性 ・非感受性菌に対する作用機作試験に







設計 ・作出につながるものと期待される。よって、審査員一同は、本論文が博士(農 学)の 学位を授
与するのに値するものと判定 した。
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